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  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  .20393  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  .16517  1.00000  ‐  ‐ 
quamoclit  .00017 *  .42820  .47527  ‐ 












  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  .0064*  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  .0016*  1.00000  ‐  ‐ 
quamoclit  1.2e‐5*  1.00000  1.00000  ‐ 

































  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  < 2e‐16  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  < 2e‐16  1.0e‐10  ‐  ‐ 
quamoclit  2.9e‐7  < 2e‐16  < 2e‐16  ‐ 

































  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  < 2e‐16  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  < 2e‐16  9.5e‐7  ‐  ‐ 
quamoclit  < 2e‐16  < 2e‐16  .0059  ‐ 

































  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  3.8e‐16  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  < 2e‐16  5.2e‐6  ‐  ‐ 
quamoclit  < 2e‐16  1.4e‐15  .00389  ‐ 



























  cairica  coccinea  purpurea  quamoclit 
coccinea  < 2e‐16  ‐  ‐  ‐ 
purpurea  < 2e‐16  6.9e‐10  ‐  ‐ 
quamoclit  .0003  < 2e‐16  < 2e‐16  ‐ 
sloteri  < 2e‐16  < 2e‐16  .0117  < 2e‐16 
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CHAPTER 4 
DISCUSSION 
  The analysis of external morphology of the leaf from initiation through to 
maturity can aid significantly in the analysis of mature leaf shapes.  It has been 
shown that inherent patterns of vegetative development, including phyllotactic 
pattern, rate of leaf initiation, and clade‐specific molecular action at initiation and 
shortly thereafter, can significantly impact the ultimate shape of the leaf 
(Bharathan et al. 2002; Chitwood, Headland, Ranjan, et al. 2012; Chitwood et al. 
2007; Koenig et al. 2009; Scarpella et al. 2010).  Therefore, understanding the 
developmental patterns by which leaves are initiated and subsequent growth 
that occurs within the young primordium can provide significant insights into 
the achievement of mature form.  We find here that although a common spiral 
phyllotactic pattern and a similar early P1 morphology are shared across the five 
species, the differences in mature leaf form are reflected in young primordia.   
Of particular interest here is the temporal initiation of marginal lobes and 
the appearance of trichomes, one of the traditional markers of cellular 
differentiation, on the leaf surface (Barth et al. 2009; Sylvester et al. 2001; Telfer et 
al. 1997).  With this in mind the comparison of early primordium development in 
I. coccinea, I. quamoclit, and their hybrid I. sloteri provides an interesting example 
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when considering the assertion that dissected leaves spend more time in a 
transiently indeterminate state, allowing for the increase in marginal dissection 
(Barkoulas et al. 2008; Ben‐Gera and Ori 2012; Ben‐Gera et al. 2012; Berger et al. 
2009; Champagne and Sinha 2004; Efroni et al. 2008; Kang and Sinha 2010; Ori et 
al. 2007; Shleizer‐Burko et al. 2011; Vlad et al. 2014).  The primordia of these three 
particular species exhibit a gradient in which the simplest leaf form, that of I. 
coccinea, develops the earliest, has the most dense trichome cover, and is the first 
to acquire a distinguishable margin along the length of the primordium (Fig 3).  
In comparison, the more dissected I. sloteri initiates trichomes less rapidly and is 
less densely covered, and initiation of the lobes along the length of the leaf 
margin is protracted (compared to I. coccinea) (Fig 4).  Lastly, the primordia of the 
most dissected leaves, those of I. quamoclit, initiate the fewest trichomes and 
initiate the full complement of marginal lobes late into leaf development (Fig 5).  
Interestingly, the hybrid and intermediately dissected leaf form of I. sloteri also 
shows an intermediate rate of marginal lobe initiation and trichome density.  
These results support that more dissected forms within Ipomoea spend more time 
in a state of indeterminacy, as the primordia of I. quamoclit have the most 
protracted time to acquire the final mature form compared to I. coccinea, as well 
as showing less trichome density (Fig 5).  The remaining members of this study, 
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I. pupurea and I. cairica, lend further support to this model, with the primordia of 
I. purpurea quickly developing extremely dense trichome cover as well as 
initiation of the leaf margin (Fig 2), while the primordia of I. cairica develop 
relatively sparse trichome cover and spend a longer time initiating the entirety of 
the five‐lobed dissected margin (Fig 6).   
Amidst the noticeably different patterns of growth across these species, 
commonalities are also identifiable, most notably the shared spiral phyllotactic 
pattern and the basipetal initiation of marginal outgrowths.  This pattern of 
growth along the primordium margin is apparent in the lobed‐leafed species I. 
cairica, I. sloteri, and I. quamoclit, as the most distal lobes are the first to arise and 
initiation proceeds successively in the proximal direction (Fig 4‐6).  Additionally, 
this process appears to be mimicked by the simple‐leafed species, I. purpurea and 
I. coccinea, as the more extensive proximal growth which results in the cordate 
leaf base begins only after the margins have begun to expand (Fig 2‐3).   
  The major molecular directors of vein pattern formation have been well 
established, consisting mostly, if not exclusively, of the response to PIN1‐
directed auxin transport (Koenig et al. 2009, Scarpella et al. 2010).  Additionally, 
the HD‐ZIP III gene and traditional procambium marker, AtHB8, although not 
directly needed for auxin response, has been shown to be necessary for 
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maintenance of cell files that lead to the vascular pattern amidst perturbations in 
directed auxin transport (Donner et al. 2010; Donner et al. 2009; Sawchuck et al. 
2008; Scarpella et al. 2006; Scarpella et al. 2010).  In most wild‐type dicot leaves, 
all major vascular bundles in the leaf blade converge distal to or near the petiole 
junction, forming a singular leaf trace that extends through the petiole and into 
the stem (Roth‐Nebelsick A 2001).  The five present species of Ipomoea retain 
three separate traces, arranged in a similar pattern through most of the petiole 
length before convergence.  This pattern, combined with the extreme likelihood 
of the described molecular determinants of vascular differentiation being active 
in these species, leads us to argue for the high probability that this leaf vascular 
pattern is the result of common ancestry, and can therefore be viewed as 
homologous across these species.  
 Givnish and Vermejj (1976) argue that leaves of understory liana plants 
tend to adopt a cordate leaf shape as a way of increasing leaf area per laminar 
unit, while supporting the development of erect petioles which may optimize the 
interception of filtered sunlight.  The entire to three‐lobed cordate shape is 
extremely frequent within Ipomoea (Appendix), suggesting that either this form 
arose early within the history of the clade and was subsequently lost in taxa like 
I. quamoclit due to laminar dissection, or that the shape arose many times across 
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the clade due to convergent evolution.  The former seems more parsimonious 
given the frequency of the form within the genus, but as yet the history of leaf 
shape characters in Ipomoea has not been tested.  Whatever the model for the 
evolutionary dynamics of leaf shape, evidence is shown here for a largely 
variable leaf blade construction around a highly conserved pattern of major vein 
differentiation.  This supports the high degree of plasticity of elements of leaf 
shape amidst the strong conservation of other elements (Hasson et al. 2011; Jones 
et al. 2009; Piazza et al. 2010; Spinelli et al. 2011; Vlad et al. 2014).  Tentatively, 
this would also support the role of HD‐ZIP III genes like AtHB8, described above 
(Donner et al. 2010, Kang and Dengler 2004), as we observe a common vein 
pattern maintained amidst presumably divergent patterns of directed auxin 
transport. 
  The identification of the homology between vein patterns raised the 
question of whether the basic shape described by the vein trajectories was also 
conserved.  The use of homologous points, represented by landmarks, in a 
morphometric analysis lends statistical rigor to analyses of shape variance, 
particularly when the interest is in removing size from consideration (Adams et 
al. 2004; Viscosi and Cardini 2011).  The goal of the morphometric analysis 
performed here was to determine if clear differences in the arrangement of the 
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described homologous veins could be identified.  Perhaps more interestingly, the 
majority of the species distribution means along most of the described shape 
variance (the first two PC’s) failed to show significant differences (Fig 14‐15).  
Moreover, along the rest of the described shape variation, all species distribution 
means did show significant separation (Fig 16‐19).  This provides an interesting 
basis on which to analyze the shape variation investigated here, but in order to 
do so, some points on interpreting morphometrics and this study in particular 
must be considered. 
First, it is important to note that landmark distributions do not necessarily 
directly represent real‐world shape changes.  As all landmarks are free‐floating 
in the shape space, all landmarks are to some degree affected by any localized 
change in shape (Viscosi and Cardini 2011).  For example, if the only difference 
between two sample leaves was a difference in midvein length, namely a shift in 
the position of landmark 2 in the raw data, the analysis would distribute that 
shift amongst all six landmarks, rather than the one that reflects the actual 
natural variation.  With many replicates, however, general trends representing 
major differences in shape should be reflected in the landmark distributions 
yielded from the procrustes analysis.  Also, though the effect is likely minimal 
with regard to statistical analyses, distributions plotted in tangent shape space 
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are approximations of actual procrustes distributions.  This is due to the 
procrustes shape space being hemispherical and data points, in order to be more 
easily interpreted, being projected orthogonally from this space to a two‐
dimensional plane tangent to the point representing the mean shape value (Slice 
2001).  Despite these two removals from real natural variation, these methods 
using landmarks or other shape descriptors have been proven effective in 
determining significant changes in shape (Chitwood et al. 2014; Chitwood, 
Headland, Ranjan, et al. 2012; Perez‐Perez et al. 2011; Viscosi and Cardini 2011).   
Likely more important to consider when interpreting morphometric 
results here are some inherent drawbacks in the experimental design.  Among 
distinct species such as these, it is possible that significant differences exist in life 
history variables like growth rate and maturation rate.  This being the case, since 
leaf number collected and growth conditions were kept constant, it is possible 
that the leaves collected across species represent different physiological stages, 
which could manifest themselves morphologically.  This was compensated for by 
not using a pre‐set time interval for growth before harvest, but rather collecting 
only after respective fifth leaves were deemed to have reached maturity.  This 
potentially avoids much of the error due to differences in growth rate and 
environmental preferences, but also leaves room for error in that harvest time is 
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arbitrary and at the discretion of the collector.  We operate under the assumption 
here that the mature shapes of all leaves were established at the time of 
collection, and that under the conditions used, no species were physiologically 
altered outside their natural range in a way that would significantly alter leaf 
shape.  It should be kept in mind, however, that these factors combined with 
uncontrollable variables like very slight differences in light, water, or soil amount 
and quality, could create a degree of statistical noise causing increases in 
variances or decreases in precision along the considered PC’s.   
Of the most interest here is that most of the species leaf shape means 
failed to separate along the first two PC’s, describing the majority of shape 
variation (Fig 14‐15).  The only significant differences that occurred were 
concerning I. cairica, a highly lobed leaf form in which the major veins considered 
are essentially free from one another.  The other four species failed to separate 
from one another over this described 74.3% of the total shape variation.  This 
indicates that the lengths and orientations of the major veins analyzed here are 
relatively conserved across these species despite extreme variation in the leaf 
form defined by the lamina.  Also, from what is seen in the representative 
landmark shapes, recognizable and relatively isolated landmark shifts are seen 
along both of these PC’s.  Also indicated is that the conserved shape is not 
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necessarily well‐defined and static, but rather that among individuals (48 for I. 
purpuea, 46 for I. coccinea, 59 for I. sloteri, 113 for I. quamoclit, and 45 for I. cairica), 
most of the species show very similar shifts in vein shape.  Ultimately, the 
landmark analysis supports a remarkable similarity in the relative vein lengths 
and angle values.  The results indicate that the shape shifts include proximal and 
distal shifts of the four secondary veins (PC1), and differences in relative lengths 
of the same veins (PC2).  It should also be understood, however, that 
interpretations here concerning vein orientations based on the described 
landmarks will be biased to some degree.  Although landmarks in all species 
represent the intersection of the vein trajectories and the leaf margin, only in the 
dissected‐leafed species (I. sloteri, I. quamoclit, and I. cairica) do these landmarks 
represent the actual termination of the vein at the margin.  In the simple‐leafed 
species (I. purpurea and I. coccinea), landmarks were placed as described in order 
to avoid misrepresentations of the original vein trajectory, which could be 
potentially caused by loop‐forming major veins that do not reach the margin.  
Future studies in this area may seek to minimize this problem by using 
techniques to measure and compare the full lengths of relevant major veins, 
rather than only attempting to measure the origin (landmark 1) and termination 
(landmarks 2‐6), as was done here. 
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Also of note with regard to the landmark shapes is that along all of the 
remaining PC’s that account for a significant amount of the total variance, all 
species distribution means are significantly different from one another.  The most 
meaning that can be extracted from these likely stems from identifying species 
whose distribution means are most extreme along multiple PC’s.  For example, 
looking at PC’s 3 and 4 combined would suggest that leaves of I. cairica tend 
toward right‐handed asymmetry and that leaves of I. sloteri tend toward a 
pinching of the major secondary veins.  That significant differences occur across 
all species along much of the remaining shape variation may point to the 
influences placed on the major vein arrangement by the respective laminar leaf 
shape.  As each species considered here has a unique leaf shape, defined by the 
way in which the blade is dissected, the varying blade configurations could 
result in unique shifts in the arrangement of major veins. 
With what is known about the molecular pathways leading to the 
initiation of vasculature, the shape similarity seen in the morphometric data 
likely points to a highly conserved pattern of auxin transport and response in 
leaves of Ipomoea in a manner similar to that already described.  Another likely 
contributor to the varying leaf complexities seen here is the KNOX gene family 
and the level at which active members are expressed in the primordia of each 
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species (Burko and Ori 2013; Goliber et al. 1999; Janssen et al. 1998; Shani et al. 
2009; Uchida et al. 2007).  If KNOX genes function in this group similarly to how 
they do both in model taxa like tomato and Arabidopsis and in other groups 
(Barth et al. 2009; Bharathan et al. 2002; Champagne and Sinha 2004; Chatterjee et 
al. 2011; Ha et al. 2010; Hay and Tsiantis 2010; Ikezaki et al. 2010; Piazza et al. 
2010; Shani et al. 2009) then we would expect, for example, that primordia of I. 
quamoclit would show re‐expression leading to a prolonged state of 
indeterminacy which would allow for the accumulation of additional auxin 
maxima along the margin and, ultimately, a high degree of dissection.  In this 
same model, simple leaf forms like that of I. purpurea would be achieved by 
continued absence of KNOX in the primordium, facilitating earlier differentiation 
and an entire margin due to the failure to accumulate significant auxin maxima.  
Investigations into the spatial and temporal expression patterns of auxin and 
KNOX will begin to shed light on the unique model of vein and lamina 
development described here.   
A well supported and comprehensive phylogeny of Ipomoea is lacking, 
thus, conclusions about changes in leaf form over evolutionary timescales remain 
difficult.  However, evidence for the conservation of complex developmental 
patterns, like those shown here, can provide a sense of the morphological 
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stability or lability present in the genus and can help, if the study system falls in 
a well resolved section of the clade, estimate the rate at which some characters 
change and when in the evolutionary past certain forms began to diverge. 
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APPENDIX 
HERBARIUM LEAF SAMPLES 
 
 
Leaf shapes across Ipomoea (A) I. jaegeri (B) I. cordatotriloba (C) I. hederacea (D) I. 
indica (E) I. leptophylla (F) I. pes‐caprae (G) I. pes‐tigridis (H) I. pubescens (I) I. 
wrightii (J) I. turbinate (K) I. alba (L) I. arborescens (M) I. batatas (N) I. cardiophylla 
(O) I. carnea (P) I. crinicalyx (Q) I. hederifolia (R) I. Lindheimeri (S) I. lutea (T) I. neei. 
Scale Bars: 2cm. All images taken by the author from material at the Missouri 
Botanical Garden Herbarium with permission from Dr. Jim Solomon, Curator. 
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Leaf shapes across Ipomoea (A) I. neurocephala (B) I. orizabensis (C) I. parasitica (D) 
I. rubens (E) I. sescosiana (F) I. setosa (G) I. stans (H) I. ternifolia (I) I. tiliacea (J) I. 
tricolor (K) I. aquatica (L) I. mairetii (M) I. nil (N) I. desrousseauxii (O) I. digitata (P) I. 
eggersii. Scale Bars: 2cm. All images taken by the author from material at the 
Missouri Botanical Garden Herbarium with permission from Dr. Jim Solomon, 
Curator. 
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Leaf shapes across Ipomoea (A) I. fistulosa (B) I. furcyensis (C) I. cavanillesii (D) I. 
calantha (E) I. carolina (F) I. cathartica (G) I. corymbosa (H) I. crassicaulis (I) I. crenaria 
(J) I. cyanantha (K) I. aculeatum (L) I. aquatica (M) I. arenaria (N) I. argentifolia (O) I. 
asarifolia (P) I. horsfalliae. Scale Bars: 2cm. All images taken by the author from 
material at the Missouri Botanical Garden Herbarium with permission from Dr. 
Jim Solomon, Curator. 
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Leaf shapes across Ipomoea (A) I. heptophylla (B) I. jamaicensis (C) I. triloba (D) I. 
luteo‐viridis (E) I. mauritiana (F) I. ochracea (G) I. praematura (H) I. quinquefolia (I) I. 
rubella (J) I. rubra (K) I. sagittata (L) I. amnicola (M) I. cuneifolia (N) I. dumetorum (O) 
I. lobata (P) I. umbraticola Scale Bars: 2cm. All images taken by the author from 
material at the Missouri Botanical Garden Herbarium with permission from Dr. 
Jim Solomon, Curator. 
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Leaf shapes across Ipomoea (A) I. eriocarpa (B) I. polymorpha (C) I. sumatrana (D) I. 
sepiaria (E) I. arachnosperma (F) I. seducta (G) I. kituiensis (H) I. plebeia (I) I. obscura 
(J) I. ampullacea (K) I. chamelana (L) I. funis (M) I. hastigera (N) I. pedicellaris (O) I. 
purga (P) I. santillani Scale Bars: 2cm. All images taken by the author from 
material at the Missouri Botanical Garden Herbarium with permission from Dr. 
Jim Solomon, Curator. 
